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摘要 
胆管癌是起源于胆管不同部位的上皮细胞肿瘤的统称，是除了原发性肝癌外
最常见的肝部肿瘤。手术切除是治疗胆管癌最有效的方式，但由于胆管癌临床症
状隐蔽，绝大部分病人确诊时已是晚期，无法再从手术中获益。系统性的化疗与
放射治疗也已被应用到胆管癌的治疗中，但这些疗法都未能显著改善病人的预后。
因此，亟待开发新的胆管癌治疗策略。 
二甲双胍是临床上广泛使用的抗二型糖尿病药物，最近流行病学调查和临床
试验发现二甲双胍也具有抗肿瘤的潜在价值。本课题中，我们观察到二甲双胍对
人胆管癌细胞 Mz-ChA-1 和 QBC939 的增殖具有浓度依赖性的抑制作用。尽管已
有许多研究证明二甲双胍与细胞中的多条通路密切相关，但目前尚不清楚这些通
路是如何相互作用并最终转化为二甲双胍的抗癌作用。 
代谢组学为阐明二甲双胍的作用机制提供了一个独特的视角。作为代谢下游
的终端产物，代谢物的水平反映了机体的系统性改变。通过基于 1H-NMR 的代谢
组学分析，我们观察到二甲双胍处理后胆管癌细胞的代谢模式发生了显著的改变。
进一步对指认到的代谢物做相关性分析和通路分析，我们发现，二甲双胍对胆管
癌的作用主要体现在以下三个方面：(1) 加速糖酵解，抑制三羧酸循环，使葡萄
糖向乳酸流动增多；(2) 增加谷氨酰胺等 TCA 邻近氨基酸的消耗，减少其他非必
需氨基酸的合成；(3) 干扰支链氨基酸的分解代谢。本研究为二甲双胍应用于胆
管癌治疗提供了理论依据，具有重大的科学意义和潜在应用价值。 
 
关键词：胆管癌；二甲双胍；代谢组学 
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Abstract 
Cholangiocarcinoma(CCA), a hepatobiliary malignancy originating from varying 
locations within bile ducts, is the second most frequent hepatic malignancy after 
hepatocellular carcinoma (HCC). Surgical intervention offers the highest chance to cure 
for all types of cholangiocarcinoma. Unfortunately, individuals presenting with CCA 
are usually asymptomatic; at the time of diagnosis, most of patients no longer can 
benefit from surgical resection. Systemic chemotherapy and targeted radiation therapy 
are also applied for the treatment of CCAs. Nevertheless, these approaches are failed to 
significantly improve the prognosis of CCA. In this case, new therapy strategies are 
urgently needed for CCA. 
Metformin is a widely prescribed anti-diabetes drug of the biguanide family, which 
has a potential utility for cancer therapy due to recent epidemiological research and 
clinical trials. In the present study, we observed that metformin inhibits the proliferation 
of CCA cell lines Mz-ChA-1 and QB939 in a dose-dependent manner. While metformin 
is considered to associate with multiple pathways in cells, how do exactly these 
perturbed pathways cross interact and finally transduce to its anticancer properties is 
remain unclear.  
Metabolomic analysis offers a unique insight into clarifying the mechanism of 
metformin. As metabolites are the final downstream products of gene transcription and 
translation, variations in metabolite levels reflect the systemic change of biological 
states. Using NMR-based metabolomic analysis, we showed a distinct separation in 
metabolic profiles between metformin treated or non-treated CCAs. For further 
investigation, metabolites were identified based on the spectra and followed by derived 
correlation analysis and pathway analysis. Our data indicate that metformin mainly 
disturbs the metabolism of CCA cells in following aspects: (1) metformin increases the 
fluxes of glucose to lactate by boosting glycolysis and inhibiting TCA cycle; (2) 
metformin accelerates the consumption of TCA-adjacent amino acids and impairs the 
biosynthesis of other non-essential amino acids; (3) metformin restrains the catabolism 
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of branch-chained amino acids. These findings may provide valuable information to 
evaluate the clinical usability of metformin on CCA management.  
 
Key words: Cholangiocarcinoma; Metformin; Metabolomics 
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缩略语表 
缩写 英文 中文 
CCA Cholangiocarcinoma 胆管癌 
iCCA Intrahepatic Cholangiocarcinoma 肝内胆管癌 
pCCA Perihilar Cholangiocarcinoma 肝外胆管癌 
dCCA Distal Cholangiocarcinoma 远端胆管癌 
HBV Hepatitis B Virus 乙型肝炎病毒 
HCV Hepatitis C Virus 丙型肝炎病毒 
OCT organic cation transporter 阳离子转运蛋白 
FAS fatty acid synthase 脂肪酸合成酶 
mTOR mammalian target of rapamycin 哺乳动物雷帕霉素受体 
TSC2 tumor suppressor protein 2 肿瘤抑制蛋白 II 
NPC nuclear pore complex 核孔复合物 
ACAD10 
acyl-CoA dehydrogenase family 
member 10 
乙酰辅酶 A 脱氢酶 10 
PDC Pyruvate Dehydrogenase Complex  丙酮酸脱氢酶复合体 
NMR Nuclear Magnetic Resonance 核磁共振 
HCA Hierarchical Cluster 分层聚类分析 
PCA principal component analysis 主成分分析 
PLS-DA 
Partial Least Squares-Discriminant 
Analysis 
偏最小二乘判别分析 
RPT Response permutation test 响应排序检验 
OPLS-DA 
Orthogonal Partial Least Squares-
Discriminant Analysis 
正交偏最小二乘判别分析 
VIP 
variable importance in the 
projection 
变量投影重要性 
KEGG 
Kyoto Encyclopedia of Genes and 
Genomes 
京都基因与基因组百科全书 
MSEA 
Metabolites Set Enrichment 
Analysis 
代谢物组富集分析 
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ORA Over-representation Analysis 过度表现分析 
PTA Pathway Topological Analysis 通路拓扑分析 
PIV Pathway Impact Value 通路重要性 
BCAA Branched Chain Amino Acid 支链氨基酸 
GABA 4-Amino Butyric Acid 4-氨基丁酸 
PC  O=Phosphocholine 磷酸胆碱 
GPC sn-Glycero-3-Phosphocholine 甘油磷酸胆碱 
Creatine-P Creatine-Phosphate 磷酸肌酸 
NAD Nicotinamide Adenine Dinucleotide 烟酰胺腺嘌呤二核苷酸 
NAAD Nicotinic Acid Adenine Dinucleotide 烟酸腺嘌呤二核苷酸 
UDP-GlcNAc UDP-N-acetylglucosamine UDP-N-乙酰糖蛋白 
KMVA 3-methyl-2-oxovalerate 3-甲基-2-氧代戊酸 
GTP/PPPi Guanosine triphosphate 三磷酸鸟苷 
Acetyl CoA Acetyl Coenzyme A 乙酰辅酶 A 
TCA cycle Tricarboxylic Acid Cycle 三羧酸循环 
ETC Electron Transport Chain 电子传递链 
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第一章 绪论 
1.1 胆管癌的现状 
胆管癌（Cholangiocarcinoma，CCA）是一类起源于胆管上皮细胞的恶性肿瘤
统称。胆管癌是原发性肝癌中发病率仅次于肝细胞癌的第二常见的肿瘤，可发生
在胆道系统中从终末胆小管到胆总管的任何位置[1]。同时，胆管癌也是最致命的
癌症之一，其恶性程度高，易转移，具有高度异质性和耐药性，且临床症状不明
显，早期诊断困难，确诊时大多已处于疾病晚期，导致预后极差。虽然在大多数
国家和地区胆管癌都是一种罕见的肿瘤（发病率< 6/100,000 人），但在过去的几
十年中，其在世界范围内的发病率却已有明显升高[2]。总体来说，胆管癌已经是
一个全球性的健康问题，引起了广泛的关注和大量的研究。 
1.1.1 胆管癌的分类   
胆管癌的分类一直是一个颇有争议的问题。根据这些肿瘤的特征，多种分类
方法已被提出。最新的分类方法基于肿瘤的解剖位置将胆管癌分为肝内胆管癌
（iCCA)、肝外胆管癌（pCCA）及末端胆管癌（dCCA）[3]。肝内胆管癌源自二
级胆管以上的肝内胆管树，肝门部胆管癌原发于胆囊管开口以上肝总管与左、右
二级肝管起始部之间，而末端胆管癌则发生于肝外胆管末端。其中，肝内胆管癌
根据其生长模式又可分为肿块型、管周浸润型和管周生长型（图 1.1）。这些亚型
有其特殊的相似之处，但也有肿瘤间和肿瘤内部的差异，这些差异会影响肿瘤的
病理机制和预后[4]。 
图 1.1：胆管癌的分类及形态[4]。（A）按照解剖位置，胆管癌可分为肝内胆管癌
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（iCCA)、肝外胆管癌（pCCA）及末端胆管癌（dCCA）；（B）根据生长模式，
iCCA 又分为肿块型、管周浸润型和管内生长型 
Fig 1.1. Classifications and appearance of CCA. (A) Cholangiocarcinoma (CCA) are 
classified according to the anatomical location into intrahepatic (iCCA), perihilar 
(pCCA) and distal (dCCA). (B) Concerning the gross appearance, the iCCA can 
present three different patterns of growth: mass-forming; periductal infiltrating; and 
intraductal growth 
1.1.2 胆管癌的流行病学特征 
胆管癌在原发性肝癌中约占 20%，在所有消化系统肿瘤中约占 3%[5]。胆管
癌目前的平均发病年龄在 50 岁左右，但其确诊年龄有逐渐升高的趋势，许多病
人的确诊年龄都在 65 岁以上[6]。此外，胆管癌的发病率具有显著的地理差异（图
1.2）。尽管在大多数国家和地区，胆管癌被认为是一种罕见的肿瘤，但在智利、
保加利亚、韩国、泰国北部等地区，其发病率却异常得高[4]。从世界范围内来看，
在过去的几十年中，肝内胆管癌的发病率呈递增趋势，到近十年，已升至平台期；
相反，肝外胆管癌和远端胆管癌的发病率则呈下降趋势。 
图 1.2：胆管癌在世界各地区的发病率[4]。胆管癌的不同亚型（肝内胆管癌和肝
外胆管癌）的比率及总发生率都具有地理差异。（↑上升趋势; ↔稳定趋势; ↓下降
趋势）。 
Fig. 1.2 Worldwide incidence of CCA. The incident form (intrahepatic (IH) and 
extrahepatic (EH) CCA) and the trend of incidence (↑increasing trend; ↔stable trend; 
↓decreasing trend) have geographic variations. 
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1.1.3 胆管癌的危险因素 
 胆管癌是一类没有特殊诱因的原发性肿瘤，但已有证据表明一些疾病与胆管
癌的发生发展具有密切的关系，包括肝结石、胆结石、肝硬化、先天性的胆道畸
形及胆道囊肿、肥胖和糖尿病等 [3]。在泰国北部地区，肝吸虫和睾吸虫
（Opisthorchis viverriniand and Clonorchis sinensi）感染是胆管癌最主要的危险因
素，可能与当地居民习惯生食鱼肉有关[7]。肝炎病毒感染也是较常见的危险因素。
在欧洲和其他西方国家，丙肝（HCV）感染与胆管癌具有显著的相关性；而在乙
肝（HBV）感染高发的一些亚洲国家，HBV 与胆管癌的相关性更具有统计学意
义[8, 9]。有研究表明，二噁英和二氧化钍等有毒物也与胆管癌的发生有关[7]。 
1.1.4 胆管癌的治疗 
目前，手术切除是治疗胆管癌最有效的方法。手术方案依据肿瘤的大小、部
位、转移情况及血管和淋巴浸润程度确定, 在某些病例中还会合并进行肝移植手
术。然而，由于胆管癌起病隐蔽，早期症状不明显，绝大部分患者确诊时已是晚
期，无法再从手术中获益。此类病人往往会在诊断后 6~12 个月内去世。即使行
手术切除的患者，术后 5 年存活率依然很低。系统性化疗及放疗是临床上主要采
用的姑息疗法。目前临床上治疗胆管癌最常用的化疗药物是 5-氟尿嘧啶和吉西
他滨，通常还会联合使用其他药物，如顺铂、紫杉醇、丝裂霉素 C、阿霉素、干
扰素-α 等。然而，当前尚无任何随机临床对照试验能够证明这些化疗药物对胆管
癌具有明显的疗效[10]。鉴于目前胆管癌的治疗尚面临着诸多困难与挑战，新的治
疗药物亟待被开发。 
1.2 二甲双胍与胆管癌 
 二甲双胍是一种双胍类口服降糖药物。早在欧洲的中世纪，人们就已经开始
使用山羊豆（Galega officinalis）治疗多尿这一糖尿病的经典症状。18 世纪晚期，
多种胍类化合物相继从山羊豆中提取分离，通过动物实验证实这些分子具有降低
血糖的作用。然而，较大的毒副作用限制了胍类化合物的临床应用，因此人们开
始将目光转向更加安全的类似物上。 
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十九世纪二十年代，由两个胍基 N 端相连所组成的双胍首次被合成，此后其
多种衍生物也相继问世。与其他降糖方式相比，双胍类化合物具有有效降低血糖
水平且不会引起血糖过低的优势。起初，降糖作用强大的苯乙双胍和丁双胍应用
最为广泛，但越来越多的研究证明，这两种药物导致乳酸酸中毒的风险较高，因
此在 70 年代末这两种药物几乎完全退出了市场[11]。最终，二甲双胍由于其优异
的安全性，成为临床治疗二型糖尿病的一线药物，更被世界卫生组织列入基本药
物清单（List of essential medicines）[12] 。近年来，二甲双胍因其展现出的潜在抗
肿瘤价值吸引了越来越多研究者的关注。 
1.2.1 二甲双胍的抗肿瘤作用 
多项流行病学研究表明，相比于使用其他抗糖尿病药物的患者，长期服用二
甲双胍的糖尿病患者罹患恶性癌症的风险较低。Evans 等人对 11,876 例 II 型糖
尿病患者进行了回顾性研究，发现在排除了年龄、性别和患病时间等偏倚因素后，
二甲双胍使糖尿病人罹患肿瘤的风险降低了 23%[13]。一项针对中国台湾地区
478,921 名糖尿病女性患者的回顾性研究发现，二甲双胍与子宫内膜癌的发病率
呈剂量依赖的负相关[14]。在基础研究方面，二甲双胍对乳腺癌细胞[15, 16]、淋巴瘤
细胞[17]、肺癌细胞[18]等多种癌症的抑制作用均已在体外实验和动物实验中得到
了证明。 
1.2.2 二甲双胍抑制胆管癌的研究依据 
目前已有数项研究将二甲双胍与胆管癌联系在一起。Chaiteerakij 等人在一
项针对 1,828 例糖尿病患者的研究中发现，二甲双胍可以使胆管癌的发病率降低
60%[19]。Ling 等人的研究表明，二甲双胍可以显著抑制胆管癌细胞系 RBE 和
HCCC-9810 的生长及克隆形成能力[20]。Saengboonmee 等人同样发现，二甲双胍
对多株胆管癌细胞系 KKU-005、KKU-100、KKU-123、KKU-124 均表现出明显
的抑制作用[21]。Jiang 及其同事利用裸鼠建立胆管癌异种移植模型，证明二甲双
胍可以抑制肿瘤在体内的生长，降低肿瘤的大小和重量，且不会引起小鼠体重降
低等副作用[22]。结合二甲双胍毒副作用少、相对安全的特点，这些结果高度提示，
二甲双胍可能在胆管癌的预防与治疗中具有巨大的应用价值。 
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